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RESUMO

A deteccéo precoce de resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose
(TB), a partir de isolados de Mycobacterium tuberculosis, representa um desafio aos
Programas de Controle de Tuberculose (PCT), pois a maioria dos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos necessita do isolamento do bacilo em meio de cultivo. Os métodos
moleculares apresentam maiores possibilidades de determinacdo réapida da resisténcia, eles
visam detectar mutacdes em genes de M. tuberculosis associados a resisténcia aos
antimicrobianos e possuem resultados promissores para Isoniazida e Rifampicina, que sdo os
principais farmacos do esquema terapéutico basico de tratamento da TB. O presente estudo
avaliou o desempenho do ensaio PCR em Tempo Real (qPCR), diretamente de amostras de
escarro e de isolados de cultivo de pacientes com TB pulmonar multibacilares, oriundos da
Policlinica Cardoso Fontes. Foram analisadas 171 amostras por gPCR, tendo como alvo os
genes: katG, inhA e rpoB e os resultados comparados com o Método de Nitrato Redutase
(MNR). A frequéncia de resisténcia para as amostras avaliadas foi de 9,36% para Isoniazida,
5,85% para Rifampicina e 4,09% para ambos os farmacos. Os genes katG e rpoB foram
associados a resisténcia a Isoniazida (p=0,0001; 1C95% 3,61 a 21,01) e a Rifampicina
(p=0,0001; 1C95% 6,34 a 51,05), respectivamente. O gene inhA nao apresentou associacdo a
resisténcia a Isoniazida. Houve concordancia aceitavel entre ensaio fenotipico, MNR, e o
gPCR (de amostras de escarro) para a deteccdo da mutagio para os genes katG (indice kappa:
0,4097) e rpoB (indice kappa: 0,4985). Os genes selecionados katG e rpoB foram associados
a resisténcia a Isoniazida e Rifampacina respectivamente, embora a qPCR tenha tido um
desempenho inferior ao MNR neste estudo. Todavia, 0s testes moleculares continuam como
alvos promissores para obtencdo de resultados mais rapidos. Neste contexto, otimizagdes nos
testes moleculares devem ser realizadas, para permitir diagnosticos mais rapidos e confiaveis
para resisténcia aos farmacos anti-TB e, desta forma, proporcionar um tratamento adequado

ao paciente e reduzir a transmissao da TB.

Palavras-Chave: Mycobacterium tuberculosis, PCR em Tempo Real, resisténcias aos

farmacos.
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ABSTRACT

Early detection of resistance to drugs used to treat tuberculosis (TB) from Mycobacterium
tuberculosis isolates, represent a challenge to Tuberculosis Control Program (TCP), because
most antimicrobial susceptibility testing needs bacillus isolation in growth medium.
Molecular methods have greater possibilities for rapid determination of resistance, they aim to
detect mutations in M. tuberculosis genes associated with antimicrobial resistance and have
promising results for Isoniazid and Rifampin, which are the major drugs of basic therapeutic
regimen for TB treatment. This study evaluated the performance of PCR assay in Real Time
(gPCR), directly by sputum samples and cultivation of strains isolated from patients with
pulmonary tuberculosis multibacillar from Polyclinic Cardoso Fontes. 171 samples were
analyzed by gPCR, targeting genes: katG, inhA and rpoB and the results were compared using
the Nitrate Reductase Method (MNR). The resistance frequency for the evaluated samples
was 9.36 % for Isoniazid , 5.85% for Rifampin and 4.09 % for both drugs. The katG and rpoB
genes were associated with resistance to Isoniazid (p = 0.0001, 95% CI 3.61 to 21.01) and to
Rifampin (p = 0.0001, 95% CI 6.34 to 51.05), respectively . The inhA gene was not associated
with resistance to Isoniazid. There was acceptable agreement between phenotypic assay,
MNR, and gPCR (sputum samples) for mutation detection for katG genes (kappa index:
0.4097) and rpoB (kappa index: 0.4985). The selected genes katG and rpoB were associated
with resistance to Isoniazid and Rifampacina respectively, although the qPCR has had
underperformed the MNR in this study. However, the molecular tests continue as promising
targets for achieving faster results. In this context , optimizations in molecular testing should
be performed to allow faster and more reliable diagnostics for resistance to anti -TB drugs and

thus provide an appropriate treatment for the patient and reduce the transmission of TB.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é considerada como uma das doengas infecciosas mais antigas da
humanidade e permanece, ainda, como um importante problema de salde publica mundial,
devido a sua ampla dispersdo geografica, ao aumento de casos multirresistentes e a coinfeccdo
com o HIV (WHO, 2011).

A resisténcia aos medicamentos anti-tuberculose (anti-TB) € um desafio importante no
controle mundial da TB. As mutagdes na estirpe selvagem de M. tuberculosis, que provocam
a ocorréncia natural da resisténcia, tornaram-se clinicamente significativas sob pressdo de
selecdo a partir do uso indevido de farmacos anti-TB. (CAMINERO, 2013). Cepas de M.
tuberculosis multirresistentes podem ser transmitidas entre os individuos, contribuindo para a
disseminacéo da doenca (CAMPOS et al. 1999).

Apesar dos esquemas multidrogas adotados, cada vez mais € frequente o
desenvolvimento de cepas de M. tuberculosis multidroga resistente (MDR) e extensivamente
resistente (XDR) aos medicamentos usados para tratar a TB e, frequentemente, a co-infeccao
com HIV complica ainda mais o atendimento ao paciente e prognéstico (Souza et al. 2006;
Lew et al. 2011).

Portanto, a resisténcia do M. tuberculosis esta relacionada com mutacfes em genes
importantes para a sobrevivéncia da bactéria (GILLESPIE, 2002; TENOVER, 2006) sendo a
presenca de farmacos antituberculoses um importante papel na selecdo destas familias
resistentes (PINHEIRO, 2008).

A Rifampicina (RMP) e a Isoniazida (INH) sdo dois importantes farmacos essenciais no
esquema de tratamento para a TB. A forma clinica de TB com bacilos resistentes a RMP e a
INH foi conceitualmente denominada de tuberculose multirresistente (MDR-TB)
(DALCOMO et al, 2007). O uso inadequado dos medicamentos contribui para o

desenvolvimento da resisténcia, e prejudica a efetividade do tratamento.
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O estado do Amazonas apresenta a maior taxa de incidéncia (70,1) da doenca na regido
norte, com 3.709 casos registrados no ano de 2015. Conforme os dados divulgados pela
Secretaria Municipal de Saude (BRASIL, 2016).

Devido a TB ser uma doenca de emergéncia de saude publica mundial, surgem esforcos
que visam a melhorar o diagnostico e o tratamento de individuos doentes (WHO, 2012).

Como exemplo desse empenho tem-se a busca pela deteccdo precoce da resisténcia de
M. tuberculosis, informacdo imprescindivel para garantir um tratamento apropriado ao
paciente, consequentemente reduzindo a transmissao de bacilos resistentes.

Os métodos mais comuns para o diagnostico da TB em todo 0 mundo sdo: 0 exame
direto (baciloscopia) e a cultura (considerada o “padrao ouro” para o diagnostico). Porém, a
baciloscopia de escarro tem sensibilidade média em 40-60% (JACOMELLI et al., 2012) e a
cultura pode levar de 3 a 6 semanas para se obter um resultado. Nesse contexto, a utilizacao
dos métodos moleculares, € importante porque apresenta possibilidades de determinagéo
rapida da resisténcia (STEINGART et al., 2006; YANG et al., 2005). O método da Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR) amplamente utilizada em laboratérios de
biologia molecular, tem possibilidade para a deteccdo de micobactérias. Dentre as vantagens
da gPCR estdo: a capacidade da técnica em monitorar a amplificacdo em tempo real, a rapidez
de obtencdo dos resultados, maior precisdo, reprodutibilidade e acuracia a simplificacdo do
processo envolvido na finalizacdo do ensaio (COUTO-SANT’ANNA et al., 2004). Além
disso, ha minimizacdo da contaminacdo ambiental sem a necessidade de manipulacéo do tubo
durante o processamento e da ampliacdo do numero de amostragem a ser analisada.
(BUSTIN, 2000; MARRAS, 2008).

Portanto, o diagndstico preciso e precoce de TB, principalmente, dos casos de
resisténcia aos farmacos € uma necessidade ou uma condicdo essencial para o controle da
doenca. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a PCR em tempo Real para
deteccdo de genes em M. tuberculosis, associados a resisténcia aos principais farmacos

utilizados no tratamento da TB.
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2.1 EPIDEMOLOGIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenca que acompanha desde o inicio da histéria da
humanidade. Embora tenha cura, atualmente permanece como uma das maiores causas de
doenca e morte na populagdo mundial, sobretudo na Asia e Africa. Trata-se de uma doenca
infecciosa com as maiores taxas de mortalidade em adultos, onde a maioria dos casos ocorre
na populacdo economicamente produtiva (WHO, 2011) em virtude da ampla disperséo
geogréafica, emergéncia de casos multirresistentes e coinfecgdo com HIV (LONNROTH et al.,
2009). A situacdo é agravada pela emergéncia de cepas multidrogarresistentes (MDR) e as
extremamente resistentes (XDR) aos medicamentos contra o M. tuberculosis (SANKAR et al,
2011).

De acordo com o relatério divulgado no final de outubro de 2015, a Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) havia informado que a tuberculose conseguiu superar a AIDS como
doenca infecciosa mais mortal do mundo em 2014. Ainda que a taxa de mortalidade
represente quase a metade daquela verificada em 1990, as estimativas apontam que a doenca
matou 1,5 milhdo de pessoas em 2014, contra 1,2 milhdo de vitimas do HIV (OMS, 2016).

Foram relatados 9,6 milhdes de novos casos de TB em 2014. A doenga respondeu
pelas mortes de 890 mil homens, 480 mil mulheres e 140 mil criancas. Dos 1,5 milhdo de
pessoas mortas por TB em 2014, 400 mil eram HIV-positivos, segundo a OMS, 2016.

(Figura 1).

Figura 1 — Taxas estimadas de
incidéncia de TB em 2014.
Fonte: Adaptado de WHO (2015).
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A Organizacdo Mundial da Saude (2010b) estima que um terco da populacdo mundial
encontra-se infectada pelo M. tuberculosis, Destes, cerca de 10% dos individuos (nove
milhdes desenvolvem a tuberculose ativa; 5 mil morrem diariamente e 3,0 milhGes
anualmente, atingindo principalmente os jovens e adultos em idade produtiva). O nimero de
mortes por TB é inaceitavelmente grande, dado que a maioria dos casos seria evitavel se a
populacdo fosse devidamente esclarecida; se os programas de satde funcionassem a contento
e apresentassem resultados satisfatorios quanto a deteccao precoce da doenca (WHO, 2014).

A relagdo entre pobreza e tuberculose estd muito bem documentada pelas estatisticas
apresentadas, levando em consideracdo os seguintes indicativos: o desemprego, as condigdes
precarias de moradia, alimentacdo e educacdo, o aumento da imigracdo, o envelhecimento da
populacdo mundial, a transmisséo ativa nos ambientes de aglomeragdo humana (como prisdes,
asilos, hospitais e abrigos para mendigos) e a elevada taxa de abandono ao tratamento, além
da degradacdo dos sistemas de saide (GUIMARAES et al., 2012; BLOOM, 1992; BRASIL,
2012; FATKENHEUER et al., 1999).

O Plano Global para o Combate da Tuberculose 2011-2015 (The Global Plan to Stop
Tuberculosis 2011-2015) da OMS teve como objetivo livrar o mundo da TB. A proposta era
reduzir drasticamente a carga da doenca até 2015, quando comparados aos valores de 1990
(BRASIL, 2012). Felizmente os esforcos foram satisfatorios e alcancaram globalmente a
reducdo dos casos de TB em 16 dos 22 paises de alta carga. A incidéncia de TB no mundo
caiu 1,5% ao ano desde 2000, com uma reducéo total de 18,0% ( BRASIL, 2016).

O Brasil ocupa a 182 posicdo entre os 22 paises considerados de alta carga de TB,
representando 0,9% dos casos estimados no mundo e 33,0% dos estimados para as Américas.
Os coeficientes de mortalidade e de incidéncia da TB foram reduzidos em 38,9% (3,6 para
2,2/100 mil habitantes) e 34,1% (51,8 para 34,1/100 mil habitantes), respectivamente, de 1990
até 2014 (BRASIL, 2016; WHO, 2013).

Em 2015, foram notificados 23.161 casos de TB, o que corresponde a 36,6% do total do

pais. As capitais do Amazonas, Rio Grande do Sul, Pernambuco e Rio de Janeiro destacaram-
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se por apresentarem coeficientes de incidéncia que excederam o valor nacional. Até o
momento da elaboragdo do Boletim Epidemiolégico divulgado pelo Ministério da Saude, em
fevereiro de 2016, haviam sido diagnosticados e registrados, em 2015, 63.189 casos novos de
tuberculose no Brasil (BRASIL, 2016)

Na cidade de Manaus o crescimento desordenado, com caréncia de infraestrutura e sem
planejamento urbano, favoreceu o aumento da pobreza. 1sso foi fator determinante para maior
transmisséo da TB e de outras doengas infecciosas na cidade (SOUZA et al., 2009).

De acordo com os dados do Ministério da Saude (2016), em 2015 foi registrado em
Manaus 2.806 casos de TB. Esse alto nimero elege a cidade com a maior taxa de ocorréncia
de casos de TB no pais, resultando em um coeficiente de incidéncia de 98,3 casos por 100 mil
habitantes, quando a média nacional é de 38,7 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2016).

O aumento do registro reflete também os altos indices de abandono ao tratamento por parte
dos pacientes (17,0%). A falta de ades&o e 0 abandono ao tratamento s&o os principais obstaculos
para o controle da TB. Assim, uma das metas primordiais no controle dessa doenca é informar ao
paciente sobre a gravidade dela, conscientizar da necessidade de um tratamento sério, continuado,
sem abandonar o uso da medicacdo. O aumento das taxas de abandono do tratamento contribui
para a maior disseminacdo do bacilo em razdo de os doentes permanecerem como fontes de
contagio, contribuindo para a resisténcia adquirida da terapia e o0 aumento do tempo e do custo do
tratamento (SILVA et al., 2014). A resisténcia as drogas ocorre, principalmente, devido a
prescricdes inadequadas ou ao descumprimento da prescricdo médica (irregularidade ou
abandono do tratamento) (SANKAR et al, 2011).

A descoberta de medicamentos com acdo rapida e eficaz contra M. tuberculosis seria
uma alternativa para reduzir o tempo de tratamento e, consequentemente, levar a diminuicao
dos casos de resisténcia aos farmacos. O periodo prolongado de tratamento que resulta na
dificuldade de aderéncia aos esquemas terapéuticos, promove a transmissdo da doenca e,
consequentemente, conduz o surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes (BRASIL,

2010). A avaliagdo da quimioterapia no sentido de fornecer um meio mais rapido com poder
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de determinar se o esquema terapéutico é apropriado para o paciente, € importante devido ao

aumento de cepas prevalentes multirresistentes do M. tuberculosis (MDIVANI et al., 2009).

2.2. AGENTE ETIOLOGICO - Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium pertence a familia Mycobacteriacea e composta por um
nimero crescente de novas espécies. Até o momento sdo reconhecidas 183 espécies
(incluindo 13 subespécies) distribuidas pelos ambientes do mundo, causando diversas doencas
ao homem. Essas espécies sdo agrupadas em complexos devido a similaridade genética e ao
fato de causarem o mesmo espectro de doencas (EUZEBY, 2012; DUCATI et al., 2006). A
TB pode ser causada por qualquer uma das sete espécies que integram o complexo
Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti,
M. pinnipedi e M. caprae. Entretanto, do ponto de vista sanitario, a espécie mais importante é
M. tuberculosis (http://portalsaude.saude.gov.br).

O bacilo da TB (FIGURA 2), agente etioldgico da doenca, foi identificado por Robert
Koch em 1882. E um bacilo reto ou ligeiramente curvo, imével, ndo esporulado, imével, ndo
capsulado, aerdbio estrito, cujo unico reservatorio é o ser humano (BARREIRA et al., 2007).
E sensivel ao calor e a luz solar com um comprimento de 2 a 5 um. E considerado um parasita
intracelular facultativo, capaz de sobreviver no interior de células fagocitarias, onde
estabelece a sua infeccdo, preferencialmente, nos pulmdes, que normalmente condiciona-se a
um estado de laténcia, enquanto o sistema imunoldgico do hospedeiro prevalece e mantém a

infeccdo sob controle (CAMPQOS, 2006).

22



Figura 2 — Bacilos alcool-acido resistente (coloracédo Kinyoun)
Foto: Dra. Luciana Botinelly Mendonca Fujimoto

E considerada uma micobactéria ndo pigmentada, 4lcool-acido resistente, de
crescimento lento, cujo tempo de geracao de 14 a 20 horas, tanto em meio artificial quanto em
organismos animais. Dependendo da oferta de oxigénio, de nutrientes e do pH do meio, séo
necessarias varias semanas para que as colonias tornem-se visiveis no meio de cultura; dentro
do macréfago pode se multiplicar a cada 25-32 horas (KRITSKI et al., 2005; DUCATI et al.,
2006). Algumas caracteristicas dessas micobactérias, como coloracdo, resisténcia ao alcool-
acido, resisténcia a drogas, patogenicidade e taxa de crescimento lento, estdo relacionadas a
estrutura lipidica de sua parede celular (TORTORA et al., 2005).

A estrutura da parede celular € tipica de uma bactéria Gram-positiva (FIGURA 3), com
uma membrana interna recoberta por uma camada espessa de peptideoglicano (PGL) sem
membrana externa, mas o esqueleto de PGL esta covalentemente ligado a moléculas de acido
micoélico-arabinogalactano, recoberto por lipideos livres, glicolipideos, polipeptideos e
lipoproteinas (MURRAY, 2009). As micobactérias conseguem resistir a situacdes adversas
como o ressecamento e algumas drogas antimicrobianas ndo conseguem penetrar devido a

peculiaridade de sua parede celular (TORTORA et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura da parede celular de Mycobacterium tuberculosis
Fonte: Adaptado de Quesniaux et al. (2004).

2.3. TRANSMISSAO

A TB é uma doenca de transmisséo aérea, ou seja, a infec¢do ocorre a partir da inalagdo
de aerossdis. Ao falar, espirrar e, principalmente, ao tossir, as pessoas com TB ativa,
denominadas de baciliferas, lancam no ar particulas em forma de aerossdis que contém
bacilos, que ao serem inaladas por pessoas sadias induzem a infec¢éo e podem evoluir para a
doenca (BRASIL, 2014). Calcula-se que, durante um ano, huma comunidade, um individuo
que tenha baciloscopia positiva pode infectar, em média, de 10 a 15 pessoas (BRASIL, 2014).
Porém, nem todos os individuos infectados com o bacilo irdo desenvolver a doencga, pois o
sistema imune do individuo consegue impedir a sua evolucdo, que pode ficar em estado de

laténcia por anos. As pessoas com TB infeccdo latentes ndo tém sintomas de TB e ndo séo
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contagiosas, mas eles estdo em risco de desenvolver a doenga ativa e se tornar infecciosos
(WHO, 2014).

Entretanto, com o uso de tipagem molecular foi possivel demonstrar que mesmo 0s
pacientes com baciloscopia negativa e cultura positiva sdo responsaveis por 17,0 a 20,0% da
transmisséo da TB em determinada regido, principalmente em grandes centros urbanos com
elevada taxa de TB associada a outras comorbidades, como a infecgéo pelo HIV (BEHR et al.,
1999). Tais dados tém sinalizado aos pesquisadores e gestores de politicas publicas de saude a
necessidade de avaliar outras técnicas de diagnostico de TB, mais sensiveis que a baciloscopia
e que fornecam resultados mais rapidos que a cultura de micobactérias, para ser utilizada

como uma nova ferramenta para o controle da doenca (FIGURA 4).
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Figura 4 — Fases da infec¢do por Mycobacterium tuberculosis
Fonte: Adaptado de WANI et al. ( 2013).



2.4. SINTOMATOLOGIA

As manifestacfes clinicas da TB sdo bastante variaveis e dependem de uma série de
fatores inerentes ao microrganismo e ao hospedeiro (imunodeficiéncia, desnutricdo, entre
outras) (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000).

Os sintomas da doenga, na maioria dos casos, sdo inespecificos e se agravam com o
passar do tempo. Os principais séo: tosse, cansaco, perda de apetite, suor noturno, fraqueza,
emagrecimento e febre. Quando a doenca atinge os pulmdes, o individuo pode apresentar dor
torécica e tosse produtiva, acompanhada ou ndo de escarros hemoptoicos. A tosse produtiva é
o principal sintoma da forma pulmonar, que por sua vez é a forma mais frequente da TB. Em
pacientes maiores de 15 anos, a doenca atinge os pulmdes em cerca de 80% dos casos; nos

menores de 15 anos, esse percentual é de 85,0% (BRASIL 2014; CDC, 2012).

2.5. TRATAMENTO

Uma vez obedecidos os principios da quimioterapia e a adesdo ao tratamento, a TB,
embora sendo uma doenca grave, € curavel em praticamente 100,0% dos casos novos,
sensiveis aos medicamentos antituberculosos. A associagdo medicamentosa adequada, as
doses corretas e 0 uso por tempo suficiente sdo os principios basicos para o éxito no
tratamento contra a TB (FIGURA 5). Isso evita o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos e assegura, assim, a cura do paciente (BRASIL, 2010a).

Os farmacos utilizados no tratamento da TB podem ser divididos em duas categorias
principais: os agentes de “primeira linha” compostos pelos antibioticos: Rifampicina,
Isoniazida, Pirazinamida, Etambutol. E os agentes de “segunda linha” compostos pelo:
fluoroquinolonas levofloxacino e ofloxacino além dos bacteriostaticos de segunda linha

etionamida, acido para-aminosalicilico, cicloserina, capreomicina (BRUNTON ET al., 2006).
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Figura 5 — Esquema representativo dos mecanismos de acdo dos farmacos de primeira linha para o
tratamento da TB.

Fonte: Adaptado de NIAID (National Institute of Allergy and Infeccious Diseases).
http://www.niaid.nih.gov/topics/tuberculosis/Understanding/WhatIsTB/Scientificlllustrations/pages/newthd
rugs.aspx

No Brasil, desde 1979, o tratamento da TB é padronizado pelo Ministério da Saude por
meio de normas técnicas que regulamentam a dispensacdo da medicacdo a qual também é
disponibilizada gratuitamente para todos os casos de TB (BRASIL, 2010).

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), juntamente com o
seu Comité Técnico Assessor, emitiu uma nota técnica que modificou o sistema de tratamento
da TB no Brasil, com base no aumento da resisténcia primaria a Isoniazida (de 4,4% para
6,0%). Foi acrescentado, entdo, o Etambutol, na fase intensiva de tratamento (dois primeiros
meses) do Esquema | que era composto por Rifampicina, Isoniazida e Pirazinamida. Esse
esquema bésico é indicado para todos 0s casos novos de todas as formas de TB pulmonar e
extrapulmonar (exceto de meningoencefalite), bem como para todos os casos de recidiva e de
reingressos apds abandono e de retratamento por abandono, exceto para menores de dez anos,

devido ao risco de neurite dptica. Os menores de dez anos continuam utilizando o esquema

RIP (CONDE et al., 2009; BRASIL 2010a).
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TABELA 1 - Esquema Basico de Tratamento da TB em adultos e adolescentes (2RHZE/4RH)

ESQL{EMA FARMACOS FAIXA DOSE MESES
TERAPEUTICO PESO
20Kg a 35Kg ) i
RIF/INH/PZA/EMB comprimidos
150/75/400/275mg 36Kg a 50Kg -
Fasze TnTleE a comprimidos em dose fixa 3 comprimidos 2
A\ i
combinada >50Kg 4 comprimidos
20 a 35Kg 2 comprimidos
RIF/INH
150/75mg 36Kg a 50Kg 3 comprimidos
4 RH Comprimidos 4

.50KG 4 comprimidos

Fonte: NOTA TECNICA N° 03-2013/DEVIT/SVS/MS.

A apresentacdo farmacoldgica deste esquema passa a ser em comprimidos com dose
fixa combinada dos 4 farmacos (Isoniazida, Rifampicina, Etambutol e Pirazinamida em 1
comprimido (4 em 1) para a fase intensiva do tratamento, e 2 em 1 (Rifampicina e Isiniazida),
para a fase de manutencdo (SBPT, 2009)

Para casos de pacientes multirresistentes, o esquema padronizado é composto de cinco
farmacos: Estrptomicina, Etambutol, Ofloxacino, Pirazinamida e Terizidona na sua fase
intensiva e mais trés medicamentos na fase de manutengdo: Etambutol, Ofloxacino e
Terizidona. A Estreptomicina devera ser utilizada por cinco dias da semana e nos dois
primeiros meses, seguido de mais trés vezes por semana durante quatro meses. O tratamento

devera ser supervisionado por uma unidade de referéncia terciaria por dezoito meses.

2.6. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O surgimento da TB resistente € muitas vezes atribuido a falhas na implementacédo de
programas de controle adequados para a TB e na geréncia de forma adequada dos casos da
doenca (LEMOS et al., 2013).

As micobactérias sdo caracterizadas por um envelope celular altamente hidrofébico que

atua como uma barreira de permeabilidade para muitos componentes e possui um sistema de
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efluxo de farmacos bem desenvolvido (ROSSETI, 2002). Um tempo de divisdo celular mais
longo, uma parede celular rica em lipidios e a presenca natural de enzimas hidroliticas ou
farmaco-modificadoras como as B-lactamases, aminoglicosideo acetil transferases podem ser
considerados fatores naturais de resisténcia de M. tuberculosis a certos antibioticos, como a
penicilinas e sulfonamidas (KANDUMA et al., 2003, MURRAY et al., 2009; TENOVER,
2006). Além disso, o bacilo pode localizar-se em cavidades pulmonares ou dentro de células
do sistema fagocitario em um estado de laténcia, o que impede a a¢do de farmacos que agem
durante o processo de replicacdo celular (BARBOSA et al., 2003).

A aquisicdo de resisténcia a antimicrobianos por micobactérias € um evento aleatorio,
resultante de mutacdes espontaneas no cromossomo, que podem ser resultado da terapia de
droga uUnica ao tratamento ou diagnostico incorreto (VALIM et al., 2000; SANTOS et al.,
2010). E denominada de Resisténcia Natural quando independe do contato prévio do bacilo
com a droga e geralmente ocorre com menor frequéncia.

Resisténcia Primaria ou Resisténcia em Casos Novos ocorre em pacientes sem
tratamento anterior, porem foram infectados com uma cepa resistente de M. tuberculosis. A
Resisténcia Adquirida é a resisténcia em casos previamente tratados e advém principalmente
de falhas ou abandono do tratamento, que permitem o surgimento e crescimento de cepas
resistentes no curso da infeccdo (NACHEGA & CHAISSON, 2003).

O tipo mais comum da resisténcia aos medicamentos anti-TB pode ser a um Unico
medicamento (monorresisténcia). No entanto, a resisténcia a multiplos medicamentos podem
ocorrer, sendo esta menos frequente, porém de maior preocupacdo. Por convencdo, TB
Multidroga Resistente (MDR-TB) € definido como resisténcia a Isoniazida e a Rifampicina,
os dois principais farmacos usados no tratamento contra a doenca e, TB Extensivamente
Resistente a Droga (XDR-TB) é definida como resisténcia a lIsoniazida, a Rifampicina
(MDR), a uma fluoroquinolona e, pelo menos, a um agente de segunda linha injetavel

(amicacina, canamicina e/ou capreomicina) (NACHEGA & CHAISSON, 2003; WHO, 2010).
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A resisténcia aos farmacos, de maneira geral, pode ser atribuida ao comportamento do
paciente durante o uso de medicamentos prescritos; aos fatores intrinsecos ao sistema imune
do paciente, a qualidade do f&rmaco e ao contdgio com cepas resistentes. As mutacdes sdo
mudancas na sequéncia dos nucleotideos do DNA e elas envolvem troca, dele¢do ou insercéo
de nucleotideos, promovendo o surgimento de uma sequéncia de DNA diferente da fita
original (DUNNEN et al., 2000). Portanto, as mutacdes podem explicar a presenca de bacilos
resistentes em uma populacdo de bacilos selvagens, que s&o bacilos que nunca entraram em
contato com um determinado farmaco.

Os estudos realizados por Campos et al. (1999) apontam que cepas de M. tuberculosis
resistentes sdo considerados um sério problema de saude pablica, por dois motivos principais:
primeiro, ha poucos farmacos efetivos disponiveis contra o bacilo de TB e uma infec¢éo, por
cepas resistentes, pode levar a uma doenca potencialmente intratavel; segundo, a TB é
considerada uma doenca altamente contagiosa, embora apenas 5 a 10% dos individuos
infectados com o bacilo, podem vir a desenvolver a doenca ativa. Portanto, um ndmero
crescente de doentes portadores de bacilos MDR se elevaria exponencialmente numa dada
comunidade.

A acdo dos dois principais medicamentos utilizados no esquema basico do tratamento

da TB, e 0s principais aspectos sobre a resisténcia medicamentosa estdo descritos a seguir:

- Isoniazida

Descoberta em 1952, a Isoniazida (Figura 6) ou hidrazina do &cido isonicotinico ainda é
considerada um farmaco sintético priméario efetivo contra a TB (ROSSETI et al., 2002). E o
principal medicamento de primeira linha utilizado em todos os esquemas efetivos para o
tratamento da doenca, sendo recomendada tanto no tratamento profilatico quanto na doenca

ativa da TB (TIMMINS et al., 2006, ZHANG & YEW, 2009).
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N
Figura 6 — Estrutura quimica da Isoniazida
Fonte: Estrutura quimica desenhada com auxilio do programa “ChemWindow” 6.0 (Bio-Rad Laboratories).

A elevada poténcia da Isoniazida pode ser justificada devido ao fato de possuir varios
alvos dentro da célula micobacteriana e, por difusdo passiva, este farmaco entra no M.
tuberculosis (TIMMINS et al., 2006). Exerce funcdo bactericida sobre os bacilos de
multiplicacdo rapida, mas tem acdo restrita sobre os bacilos de crescimento lento (geralmente

intracelulares) e bacteriostatico, nos bacilos em repouso (ARBEX et al., 2010).

A Isoniazida é um pré-farmaco e sua funcéo tuberculostéatica requer a ativacéo por katG,
uma enzima com atividade de catalase e peroxidase para gerar radicais reativos que irdo atuar
em diversos alvos dos bacilos. O gene katG promove a remocdo de dois elétrons da
Isoniazida, tornando-a num intermediario ativo, portanto, mutacdes no gene katG podem
resultar na incapacidade de ativacdo da pré-droga originando uma resisténcia a droga (Figura

6) (ZHANG& YEW, 2009).

Além das mutacdes no gene katG, outras mutacdes podem ocorrer afetando os alvos da
droga que envolvem a resisténcia a Isoniazida, tais como nos genes de inhA, alterando
atividades das proteinas carreadoras enoil-acil redutase, e também nos genes kasA,
responsaveis por codificar a proteina [3-cetoacil sintetase, que participam na sintese dos acidos

micolicos (ZHANG&YEW, 2009).
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Adicionalmente, a Isoniazida inibe a inhA, uma adenina nicotinamida dinucleotideo
especifica (NADH), que transporta proteinas acil-enoil redutase (ACP) envolvidas na sintese
de acidos graxos, resultando na perda da alcool-acido resisténcia, provavelmente, como
resultado da inibigdo da sintese de acidos micoélicos. Além disso, a proteina inhA estabelece
uma ligagdo no seu local ativo com o NAD(H), utilizando-o como cofator. Por sua vez, a
Isoniazida ativada liga-se covalentemente com o carbono 4 do NADH, do complexo inhA-
NADH, na presenca de oxigénio e magnésio, ocorrendo a inibicdo da sintese de acidos
micolicos (Figura 7) (TAKAYAMA et al., 1972; ZHANG, 2005; ANDRADE et al., 2008).

Ao contrério da resisténcia a Rifampicina, em que a maioria das mutacdes se concentra
em uma pequena faixa de um gene, a resisténcia a Isoniazida é mais complexa, pois pode
ocorrer mutacdes em varios genes como: katG, inhA, kasA e ahpC, sendo os dois primeiros

genes os mais importantes (MOKROUSQV et al., 2002b, COHEN et al., 2003).
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Figura 7 — Mecanismo de acdo da Isoniazida.
Fonte: Adaptado de Andrade et al., (2008).
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- Rifampicina

Em 1957, foi descoberta a Rifampicina (Figura 8), a partir do cultivo de uma cepa de
Streptomyces, que foi denominada Streptomyces mediterranei, isolada pela primeira vez em
1963 (RIEDER, 2002). A Rifampicina foi introduzida na terapia anti-TB no inicio de 1970 e
desde entdo é considerada um dos medicamentos de primeira linha mais importante para o
tratamento (RIEDER, 2002). E uma droga bactericida que atua inibindo a subunidade B da
RNA polimerase de bactérias, mas ndo de mamiferos, atuando no inicio da transcrigéo
(SOUZA, 2005). A Rifampicina é a “chave” do esquema terapéutico, porém, alguns autores
chamam a atencdo para o fato de pacientes portadores de cepas de M. tuberculosis resistentes
a Rifampicina terem grande chance de serem resistentes a outros tuberculostaticos
(CARVALHO et al., 2007). Esse farmaco inibe o crescimento da maioria das bacterias
Gram-positivas e de muitos microrganismos Gram-negativos, sendo bactericida para
microrganismos tanto intracelulares, quanto extracelulares. Além do efeito bactericida sobre
as bactérias metabolicamente ativas, o farmaco também possui uma acgdo esterilizante

excelente frente as bactérias em estado de laténcia (BRUNTON et al., 2006).

Figura 8 — Estrutura quimica da Rifampicina.
Fonte: Estrutura quimica desenhada com auxilio do programa ChemWindow 6.0 (Bio-Rad Laboratories).
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O mecanismo de acdo da Rifampicina (Figura 8) é inibir a sintese de RNA ao se ligar
a subunidade p da RNA polimerase, a Rifampicina bloqueia a fase inicial da transcri¢do
(CHOPRA, BRENNAN, 1998, KOZOLOV et al., 2013). A resisténcia & Rifampicina é
ocasionada por mutacdes, numa regido bem definida de 81 pares de bases (pb), do gene rpoB
que codifica a cadeia p da RNA polimerase. Mutagdes nas posi¢des 531, 526 e 516 estdo entre
as mutacdes mais frequentes em linhagens resistentes a Rifampicina. (MOKROUSOV et al.,

2003).

Quadro 1- Mecanismo de acao dos farmacos e 0s genes associados na resisténcia a M. tuberculosis

MECANISMO DE

transcri¢cao

FARMACO ACAO GENE ENVOLVIDO FUNCAO
bi:)nslgilr%'?eosge:je katG Conversao da pro-
ISONIAZIDA scidos micoli droga
acidos micoficos inhA Alvo farmaco
RIFAMPICINA Inibicao da rpoB Alvo farmaco

Fonte: Adaptado de Rossetti et al. (2002).

2.7. METODOS PARA A DETECCAO DE RESISTENCIA

O desenvolvimento de novas metodologias que permitam um rapido diagnostico de
TB resistente € muito importante para se obter o controle e reducdo na disseminagdo da
doenca. Atualmente, o estudo de mecanismos moleculares que objetivam a deteccéo rapida de
bactérias sensiveis aos farmacos tem sido testado. Dentre essas tecnologias, muitas se baseiam
em técnicas moleculares que empregam a PCR que consiste na amplificacdo “in vitro” de
sequéncias especificas de DNA sintetizadas enzimaticamente. Pesquisadores tém

desenvolvido métodos com diferentes protocolos e modelos desta reacdo, dentre eles

destacam-se:

34



2.7.1. INNO-LIPARIf TB

O kit comercial é composto por 10 sondas cujo principio é a amplificagdo (PCR) de
um segmento do gene rpoB (o qual codifica uma regido alvo da resisténcia a RIF). Método
colorimétrico que se baseia na hibridizacdo reversa do produto amplificado do genoma da
micobactéria com sondas especificas de uma regido de 157 pb do gene rpoB que
posteriormente é desnaturado e hibridizado nessas fitas para ser ou ndo reconhecida a
presenca de mutacdo (TORTOLI & MARCELLI, 2007). Este ensaio apresenta a vantagem de
ser realizado em isolados a partir de cultura ou de espécimes clinicos e o tempo de duracéo é
em média de 48 horas, porém, apresenta a desvantagem de ter um custo elevado (SOINI,

2001; ROSSAU et al., 1997).

2.7.2. GenoType MTBDRplus

Também disponivel comercialmente, possui um principio semelhante ao
INNO-LIPA, o qual detecta simultaneamente mutacdes que conferem resisténcia a
RIF e INH, englobando os principais sitios de mutacdo dos genes rpoB, katG e inhA
em amostras de isolados de cultivos e também, diretamente em amostras de escarros
positivos (HILLEMANN et al., 2007; ANEK-VORAPONG et al., 2010). Permite a
identificacdo genética do complexo M. tuberculosis e da resisténcia a Rifampicina
e/ou Isoniazida, a partir de amostras cultivadas ou diretamente de material pulmonar

do paciente (SOMOSKOQVI et al., 2006).
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2.7.3. Gene Xpert "™ MTB/Rif

O teste Xpert® MTB/RIF é um teste de amplificacdo de acidos nucléicos utilizado
para deteccdo de M. tuberculosis e para a triagem de cepas resistentes a Rifampicina no
momento. O teste consiste na purificacdo, concentracdo e amplificacdo de &cidos
nucléicos por PCR em tempo real e na identificacdo de sequéncias de acidos nucléicos
no genoma do M. tuberculosis, especificamente do gene rpof (HELB et al., 2010). A
diferenca deste para os demais testes de amplificacdo de acidos nucléicos utilizados na
deteccdo de TB é que a plataforma do dispositivo de teste, 0, teste Xpert® MTB/RIF
integra e automatiza os trés processos: preparacdo de amostras, amplificacdo e deteccdo,
necessarios para a PCR em tempo real baseada em testes moleculares. O teste Xpert®
MTB/RIF utiliza um cartucho contendo todos os elementos necessarios para a reagao,
incluindo reagentes liofilizados, tampdes liquidos e solugdes de lavagem. O teste pode
fornecer resultados em menos de 2 horas, sem necessitar de tratamento da amostra ou de
recursos humanos especializados em biologia molecular (BRASIL, 2008; LAWN et al.,
2011; BOEHME et al., 2010).

Apesar da agilidade do teste em fornecer o resultado e, dessa maneira, minimizar
0 custo para o paciente em relacdo ao gasto de tempo e com transporte e alimentacao
durante o diagndstico da TB nos servicos de salde, o equipamento é de alto custo e a
aquisicao dos insumos € restrita as empresas que comercializam os devidos Kits.

Portanto, ha varias técnicas de PCR disponiveis que podem ser padronizadas,
otimizadas e vir a ser aplicadas nos sistemas publicos de salde, e assim contribuir para
uma rapida deteccdo de mutacdes associadas as resisténcias aos farmacos

antituberculosos fornecendo ao paciente um tratamento mais adequado a doenca.
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2.7.4. Sequenciamento de DNA

Baseia-se na técnica de PCR onde analisa os nucleotideos de uma regido
escolhida especifica do genoma. Permite avaliar as mutacdes, ao detectar tanto as
mutacdes conhecidas como as ndo conhecidas, através de analise e comparacdo de uma
linhagem selvagem com uma resistente que pode estar relacionada a um determinado
farmaco. E um método sensivel e eficaz, sendo considerado padrio ouro no diagndstico

molecular. (SOINI & MUSSER, 2001).

2.7.5 DNA — Microarray

Baseia-se na analise de regides que sofreram mutacOes através de um padréo
estabelecido por hibridizacdo com um chip de oligonucleotideos. E um sistema
composto de uma matriz com varias sondas de DNA fixadas onde, serdo hibridizadas e
seus resultados registrados e interpretados usando programas de computador. Método

rapido, porém, com elevado custo (KIVI et al., 2002; SHIMIZU et al., 2008).

2.7.6 PCR em Tempo Real (QPCR)

A PCR em tempo real é assim denominada por permitir monitorar o progresso da
amplificacdo do DNA-alvo em tempo real durante a fase exponencial da curva de
amplificacdo, empregando a tecnologia de fluorescéncia. Esta metodologia utiliza
sondas fluorescentes acrescidas aos iniciadores, que reconhecem sequéncias especificas

no DNA-alvo e emitem um sinal fluorescente correspondente ao ciclo de amplificacdo
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no qual o DNA-alvo é replicado (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004; VALASEK &
REPA, 2005).

Para que haja emissdo da fluorescéncia, a molécula fluorescente ou fluordforo
absorve a energia de uma fonte de luz e processa essa energia internamente excitando
suas moléculas, liberando-a em forma de luz num determinado comprimento de onda.
Este comprimento de onda é entdo captado por um dispositivo de carga acoplada ou
camera CCD (chargecoupled device), analisado por um software e registrado em forma
de curvas de amplificagdo e de fluorescéncia, sendo convertido na forma de Cycle
Threshold (CT). Este CT representa 0 nimero exato do ciclo no qual foi sinalizada a
amplificacdo do DNA acima de um limiar previamente estabelecido (NOVAIS e
PIRES-ALVES, 2004; VALASEK & REPA, 2005).

Durante a amplificacdo, a emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que
aumenta na proporcao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim, a rapidez
com que o sinal fluorescente atinge o CT correlaciona-se com a quantidade da
sequéncia-alvo, permitindo assim a quantificacdo do DNA presente originalmente na
amostra antes da amplificacdo (VALASEK & REPA, 2005).

O produto final da PCR pode ainda ser caracterizado de acordo com a temperatura
de melting, ou seja, a temperatura na qual a dupla-fita deste produto se separa. Este
ponto de melting € uma propriedade exclusiva dependente do tamanho do produto e da
sua composicdo nucleotidica . Sua determinacao € particularmente necessaria quando se
utilizam moléculas fluorescentes que se intercalam em qualquer sequéncia de DNA
dupla-fita, assegurando que o produto amplificado seja o de interesse (VALASEK &

REPA, 2005).
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3. OBJETIVO

3.1. Geral

- Avaliar o desempenho da PCR em Tempo Real na deteccdo de genes em Mycobacterium
tuberculosis, associados a resisténcia a Isoniazida e a Rifampicina, em amostras de escarros

de pacientes multibacilares com TB pulmonar.

3.2. Especificos

3.2.1 Determinar a frequéncia de isolados de M. tuberculosis resistentes a Isoniazida e
a Rifampicina em casos novos de TB pulmonar, em pacientes residentes em Manaus-
AM;

3.2.2 Avaliar se o teste de PCR em Tempo Real executado diretamente nas amostras
de escarros proporciona acuidade compardavel ao método de reducdo de nitrato
(antibiograma-teste fenotipico) para determinacdo da resisténcia aos farmacos

Isoniazida e Rifampicina;

3.2.3 Verificar a concordancia da PCR em Tempo Real a partir de amostras de
escarros e de isolados de cultivo de M. tuberculosis, para deteccdo de genes associados

a resisténcia a Isoniazida e Rifampicina.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo de estudo

Estudo tipo observacional que visou a utilizacdo da técnica molecular PCR em Tempo
Real para a deteccdo rdpida de mutacdes genéticas associadas a resisténcia aos farmacos

antimicrobianos a partir de escarros de pacientes com Tuberculose Pulmonar.

4.2. Aspectos Eticos e de Financiamento

O presente estudo teve o apoio da FAPEAM (via projeto PPSUS, aprovado),
coordenado pelo pesquisador do Instituto de Pesquisa da Amazénia (INPA), Doutor Mauricio
Morishi Ogusku e co-orientador deste trabalho. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica do INPA com o nimero de protocolo 221-09 e esta vinculado ao projeto
Investigacdo de Tuberculose pulmonar por multiplas cepas de Mycobacterium tuberculosis
(Infeccéo Policlonal) e sua possivel associacdo com a resisténcia as drogas antimicrobiana) do

Programada Pesquisa para 0 SUS: Gestdo Compartilhada em Saude.

4.3. Universo do Estudo

4.3.1. Participantes e Critérios de Elegibilidade

Os pacientes recrutados residem em Manaus-AM e foram atendidos na Policlinica
Cardoso Fontes, a qual € referéncia estadual em Tuberculose. A populacdo foi

composta por pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar com baciloscopia positiva ou
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negativa, mas com o cultivo positivo para M. tuberculosis, de ambos 0s géneros, com
idades entre 18 e 60 anos, sem tratamento anterior ou com recidiva e 0s que
abandonaram o tratamento. A aceitacdo destes pacientes para participarem deste estudo
foi feita mediante a concordancia em um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
que esclarecia sobre o referido estudo.

Para o célculo do nimero de pacientes foi utilizado o modulo Epitable (tamanho de
amostra, proporcdo simples) do software Epilnfo'™ , versio 6.04d (DEAN et al.,
1998). Para pacientes multibacilares, o numero calculado foi de 56, considerando:

a) NUmero de casos de TB pulmonar multibacilar na cidade de Manaus (SEMSA,

2012): 863;

b) Preciséo: 3%;
c) Prevaléncia esperada de Tuberculose resistente: 1,4% (BRASIL, 2009b);

d) Intervalo de confianga: 95%.

4.3.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes com cultivo do escarro negativo para M.

tuberculosis, positivos para outras espécies de micobactérias ou pacientes com cultivos

contaminados por outros microrganismos.
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4.3.3. Organizagao do Experimento

O fluxograma dos procedimentos que foram realizados encontra-se na figura 9.

12, Etapa
POLICLINICA > Selegdo de pacientes com TB pulmonar: 12 tratamento <
CARDOSO FONTES l
Exposi¢ao da pesquisa e apresentacao TCLE
Aceitagao da pesquisa Nao aceitagdo da pesquisa —
Entrevista
29, Etapa \a
LABORATORIO DE
MICOBACTERIOLOGIA Coleta do escarro
INPA ‘
Baciloscopia Baciloscopia Cultivo Extracao de
Direta concentrada Técnica PKO DNA
Positivo

Identificacdo PCR

M. tuberculosis

& \& Detecgdo das

mutagoes em
Antibiograma Extraciode _ > genes associados a
Nitrato redutase DNA resisténcia = PCR
em Tempo Real

TABULACAO E ANALISE DE DADOS

Figura 9 — Fluxograma das atividades.
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4.4. Procedimentos Micobacterioldgicos

A partir da amostra de escarro foram realizadas a baciloscopia direta e baciloscopia pds
concentracdo e, na sequéncia, o cultivo pela técnica de PKO. As técnicas foram realizadas de
acordo com Salem et al. (1990) e Salem et al. (2007). Apds 0 processamento para o cultivo, as

aliquotas de escarro foram armazenadas a -20°C ate a extragdo do DNA.

4.5. ldentificacdo de M. tuberculosis por PCR

As micobactérias que se desenvolveram nos cultivos foram identificadas como M.
tuberculosis por PCR com oligonucleotideos especificos para o complexo M. tuberculosis.
Neste ensaio, um fragmento de 245 pares de bases (pb) da sequéncia de insercdo 1S6110 foi
amplificado por PCR com oligonucleotideos INS-1 (5’-CGT GAG GGC ATC GAG GTG
GC-3’) e INS-2 (5 GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA-3’), conforme Hermans et al
(1990) e Van Embden et al. (1993). Os parametros de amplificacdo estdo descritos na tabela a

sequir:

Quadro 2 - Paré@metros de amplificagdo para a PCR 1S6110.

Temperatura (°C) Tempo Ciclo (s)
(minutos — segundos)
94 4-00 1
94 1-00
66 1-00 5
72 1-00
72 5-00 1
4 o 1
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Os produtos da PCR foram observados apos eletroforese em gel de agarose a 1,5%

corado com SYBR Green, em transiluminador de luz azul.

4.6. Teste de Sensibilidade aos Farmacos

O teste de sensibilidade aos farmacos a INH e RIF foi determinado pelo Método de
Reducdo de Nitrato Redutase em meio de Lowentein-Jensen com NaNO; (Nitrato de Sodio).
O método da Reducdo de Nitrato foi realizado de acordo com a técnica de estabelecida por
Angeby et al. (2002), com adaptacdo de Martins, que usou KNO; (Nitrato de Potéassio) como
fonte de nitrato incorporado ao meio de Lowenstein-Jensen. A leitura e a interpretacdo do
método da Reducdo de Nitrato foram baseadas na mudanca de coloragdo do meio de cultivo
de verde para rosa, indicando, portanto, a reducdo de nitrato a nitrito, devido ao
desenvolvimento de M. tuberculosis e producdo da enzima nitrato redutase. Cada amostra
teve um tubo controle (sem o farmaco de interesse) e um tubo contendo o farmaco. A leitura
para a confirmacdo de resisténcia foi comparada ao tubo controle. Desta forma, foi
considerada como cepa resistente ao farmaco testado, aquela em que o meio de cultivo
(contendo o farmaco) apresentou uma coloracdo mais forte que a do tubo controle testado, ou
seja, rosa forte, vermelho intenso ou violeta. Para os tubos que ndo apresentaram mudanca de

coloracdo foi considerado indicativo de sensibilidade ao farmaco testado.
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4.7. Técnicas Moleculares para Determinacao dos Genes de Resisténcia

4.7.1. Extragdo de DNA a partir da amostra do cultivo bacteriano

A extracdo foi realizada de acordo com o protocolo de Ledo et al (2004). Uma
pequena por¢do de colbnia da micobactéria foi colhida com um alga bacteriolégica
estéril descartavel e ressuspendida em 1mL de TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH-8,0)
e depois inativada por 60 minutos a 95°, de acordo com Ogusku (2012). Logo ap6s a
inativacdo, a suspensdo foi centrifugada a 1200 x g por 10 minutos e o sedimento
ressuspendido em 200 pL de tampdo TET (10 mM Tris-HCI, pH-7,4, 1 mM EDTA,
1% Triton X-100). Esta nova suspensdo foi incubada a 100°C por 10 min e
posteriormente armazenada a -20°C por 24 horas. Em seguida, a mesma foi
centrifugada a 12000 x g por 30 segundos. Dessa suspencéo, 5 L do sobrenadante foi

utilizado para a amplificacdo de DNA.

4.7.2. Extracdo de DNA a partir da amostra de escarro

As amostras de escarro tiveram seu DNA extraido de acordo com o protocolo
de Ogusku et al. (2003). Uma aliquota de 200 pL de escarro processado pela técnica
de PKO e armazenada a -20°C foi descongelada a temperatura ambiente e centrifugada
a 12.000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 200 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 € 0,1 mM EDTA).
Apos este procedimento, a centrifugacdo foi repetida e o sobrenadante descartado. Ao
sedimento foi adicionado um volume de 250 uL de tampédo de lise (100 mM Tris-

HCI, pH8, 0, 5 mM EDTA, 1% Tween 20, 1% Triton X-100, 800 pg/mL de Proteinase
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K). A solucgdo foi homogeneizada em vértex e posteriormente incubada a 56°C por um
pernoite. Posteriormente, a amostra foi incubada a 100°C por 10 minutos e
imediatamente acondicionada em banho de gelo por 2 minutos. Logo apds foi
submetida sucessivamente por 2 vezes, por periodos intercalados de 2 minutos a
100°C e 2 minutos em banho de gelo. A purificacdo do DNA foi realizada conforme

Ogusku et al. (2003) e Pierre et al. (1991).

4.7.3. PCR em Tempo Real (QPCR)

Todos os isolados de M. tuberculosis foram testadas para katG, rpoB e inhA
usando ensaios de gPCR de um unico alvo. A sensibilidade e a especificidade dos
ensaios de gPCR foram calculadas a partir da comparacdo com os resultados do teste
fenotipico de resisténcia como o padréo-ouro. Para testar a resisténcia a Isoniazida,
dois conjuntos de iniciadores e sondas foram utilizados para hibridizar com dois alvos
diferentes (Tabela 3). Uma sonda molecular complementar aos codons 313-318 do
gene katG e a outra complementar ao local de ligacao ribossomal no gene inhA foram
utilizadas. Para testar a resisténcia a rifampicina, um conjunto de iniciadores e trés
sondas (SW89, SW112 e SW182) foram utilizados para hibridizar com um Unico
fragmento amplificado do gene rpoB de tal modo que as sequéncias das sondas
cobriram toda a regido central, com sobreposicdo de sequéncias de um a trés

nucleotideos de acordo com Gongcalves et al. ( 2012).
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QUADRO 3 — Primers e sondas para amplificacdo do gene, sequenciamento e PCR em Tempo Real.

C;f\?: Primers e sondas Nome Sequéncia (5°-3) Tm (°C) Concentracdo Final (UM)
katG
Primers gPCR katGf3 CGTCGGCGGTCACACTTTCGGTAAGA 50 0,6
katGr3 TTGTCCCATTTCGTCGGGGTGTTCGT 50 0,6
Sondas gPCR katGpb FAM-CCGAGGCACCAGCGGCATCGACCTCGG-BHQ1 50 0,6
inhA
Primers gPCR inhAf GTGGACATACCGATTTCG 55 0,3
inhAr CTCCGGTAACCAGGACTGAACGGG 55 0,3
Sondas gPCR inhPb FAM-CGAGGCCGACAACCTATCGTCTCCTCG-BHQ1 55 0,1
rpoB Primers g°PCR rpoBf2 GGCCGGTGGTCGCCGCG 60 0,4e0,6
rpoBr2 ACGTGACAGACCGCCGGGC 60 0,4e0,6
Sondas gPCR SW112 FAM-CCACGCTTGTGGGTCAACCCCCGTGG 50 0,3

Fonte: Adaptado de Gongalves et al. (2012).
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As sondas para gPCR foram desenhadas a fim de hibridizarem as sequéncias
que ndo continham mutacdes associadas a resisténcia aos antibioticos. A resisténcia
aos farmacos foi indicada pela auséncia de um sinal caracteristico de fluorescéncia
crescente durante a PCR. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas e em po¢os
selados em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (Applied Biosystems). As
reacOes foram realizadas em termociclador StepOne (Applied Biosystems). Cada
mistura de reacdo conteve 5,0 puL de suspensdo lisada e diluida 1/10 em &gua, 0,3 pL
de cada iniciador, 0,3 pL de sonda e 5,0 pL de TagMan Master mix 2X (Applied
Biosystems). Agua ultrapura foi adicionada para alcancar o volume de reacéo de 25
HL. As reacdes foram incubadas durante 2 minutos a 50°C e 10 min a 95°C e, em
seguida, por 50 ciclos de 30s a 95°C, 1 min de anelamento a 50°C (55°C para a reagédo
inhA ) e 30s a 60°C.

Todas as reagdes para a Rifampicina foram inicialmente realizadas como um
ensaio de gPCR de um alvo Unico com um conjunto de iniciadores e uma sonda

marcada com FAM por tubo de reacéo para todos isolados.

Valores de Cr entre 18-39 foram considerados positivos, o que significa que
nenhuma mutacéo estara presente no fragmento do gene a ser testado, por conseguinte,
indicando suscetibilidade. Valores de Cr igual a zero ou superior a 40 foram
considerados negativos, indicando a presenca de uma mutacdo associada a resisténcia

a drogas.
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4.8. ANALISES ESTATISTICAS

Para comparacdo dos resultados obtidos pelo Método de Reducdo de Nitrato e pelo
Método Molecular foi utilizado o teste de Concordancia kappa. E para analise de associacéo,
entre as mutaces dos genes katG, inhA para resisténcia a Isoniazida e ao gene rpoB para
verificacdo da resisténcia a Rifampicina, foi utilizada o teste do qui quadrado (x?) com
correcdo de Yates e/ou o Exato de Fisher, de acordo com a natureza dos dados. Os programas
utilizados para as analises foram o BioEstat 5.0 e o GraphPad Prism 6.0. O nivel se

significancia adotado foi de o = 5%.
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5. RESULTADOS

Para esse estudo, 226 amostras de escarro foram obtidas de pacientes com Tuberculose
(TB) pulmonar. Dessas amostras, foi possivel isolar por cultivo 171 isolados de
Mycobacterium tuberculosis, das quais foram oriundas de pacientes de Tb pulmonar
multibacilar. Das amostras excluidas, 52 foram negativas no cultivo, 1 teve cultivo
contaminado por outros microorganismos e 2 foram positivos para micobactérias nédo

causadoras de TB (MNT).

5.1 Caracteristicas dos pacientes de TB pulmonar inclusos no estudo.

As caracteristicas gerais dos 171 pacientes de TB pulmonar, dos quais as amostras
foram avaliadas, estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas gerais dos pacientes de Tuberculose (TB) pulmonar, com

diagnostico laboratorial positivo para Mycobacterium tuberculosis.

Caracteristicas dos pacientes (n=171)
Idade (anos) (média e desvio padrdo)  36+12

Tabagismo (%)

Sim 68,89
Néo 30,22
Sem informagéo 0,89
Vacina BCG (%)

Sim 25,78
Néo 68,44
Sem informagéo 5,78
Género (%)

Masculino 69,78
Feminino 30,22
Naturalidade (%)

Manaus 64,73
Outros municipios 35,27

FONTE: Elaborado pela autora
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5.2 Resultado da frequéncia da sensibilidade e resisténcia aos farmacos
Isoniazida e Rifampicina

As amostras de escarro obtidas para este estudo foram do periodo de 2013 a
2015, totalizando 171 amostras validas, distribuidas da seguinte forma: 65 amostras de
2013, 55 amostras de 2014 e 51 amostras de 2015.

Dos 171 isolados de M. tuberculosis submetidos aos testes de sensibilidade
pelo Método da Reducdo de Nitrato, teste padrdo no presente estudo, oriundos das
amostras de pacientes com TB pulmonar (casos novos), a maior frequéncia de
resisténcia foi observada para Isoniazida com 9,36%. A distribuicdo do percentual de

resisténcia a Isoniazida e Rifampicina pode ser observada na Figura 10.

Figural0 - Frequéncia da Resisténcia a Isoniazida e a Rifampicina, em isolados de M. tuberculosis, a partir de
amostras de escarro, de pacientes com TB pulmonar.

9 1 M |soniazida
g H Rifampicina
Rifampicina + Isoniazida

4.09

Resisténcia (%)
(9]
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2013 (n=65) 2014 (n=55) 2015 (n=51) Total (n=171)

5.3 Analise de Associacdo dos genes katG, inhA e rpoB para resisténcia aos
farmacos anti-TB.

A partir da extracdo de DNA de 171 amostras de escarro e de isolados de
cultivo foram realizados os teste de qPCR para os genes katG, inhA e rpoB, descritos

por varios autores como genes associados a resisténcia aos principais farmacos



utilizados no tratamento da TB pulmonar. Para esta anélise o teste de Nitrato Redutase

foi considerado, no presente estudo, como o padréo para a comparagdo com os demais

testes. Os resultados das analises estdo descritos a seguir:

No teste de gPCR, a partir de amostras de escarro, para katG foi observado que

este gene apresentou associacao a resisténcia a Isoniazida (p=0,0001; 1C95% = 3,61 a

21,01) (Tabela 3), enquanto o0 gene inhaA ndo apresentou associagdo a Isoniazida

(p=0,4870) (Tabela 4).

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do
gPCR ( a partir do escarro), para mutacoes dos genes katG

Isoniazida

Nitrato Redutase

- - Total
gPCR-Escarro - katG Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 9 (5,26%) 13(7,60%) 22(12,87%)
Auséncia de mutacao (-) 7 (4,09%) 142(83,04%) 149(87,13%)
Total 16 155 171(100,00%)

INH — Isoniazida: Analise de associacao - teste x* p=0,0001; 1C95% (3,61 a 21,01)

indice kappa=0,4097; Replicabilidade=Boa; CE=0,883; C0O=0,802; p=0,0001

Tabela 4: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do
gPCR ( a partir do escarro), para mutagdes dos genes inhA

Isoniazida Nitrato Redutase Total
gPCR-Escarro —inhA Resistente Sensivel
Presenga de mutagao (+) 4 (2,34%) 26 (15,20%) 30(17,54%)
Auséncia de mutacao (-) 12(15,20%) 129(67,25%) 141(82,46%)
Total 16(17,54%) 155(82,46%) 171(100,00)

INH — Isoniazida: TesteT Exato de Fisher p=0,4870

indice kappa=0,0591; Replicabilidade=Fraca; ; CE=0,7778; CO=0,7638; p=0,2051.
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5.3.1 Analise de Associagdo do gene katG e inhA para resisténcia a Isoniazida:

Em relacdo aos resultados observados pelo teste de gPCR, a partir de amostras de

cepas de M. tuberculosis isolados por cultivo, o gene katG também apresentou

associagéo a resisténcia a Isoniazida (p=0,0011; IC95% = 2,26 a 13,50) (Tabela 6) e o

gene inhA ndo apresentou associagédo (p=1,000) (Tabela 7).

Tabela 6: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do
gPCR ( a partir do cultivo), para mutagdes dos genes katG

Isoniazida Nitrato Redutase Total
gPCR- Cultivo — katG Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 5(2,92%) 8(4,68%) 13(7,60%)
Auséncia de mutacéo (-) 11(6,43%) 147(85,96%) 158(92,40%)
Total 16(9,36%0) 155(90,64%) 171(100,00%)

INH — Isoniazida: Analise de associagdo - teste x° p=0,0011 1C95% (2,26 a 13,50)
indice kappa=0,2848; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8889; CO=0,8446; p=0,0001

Tabela 7: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do
gPCR ( a partir do cultivo), para mutacdes dos genes inhA

Isoniazida Nitrato Redutase Total
gPCR- Cultivo — inhA Resistente Sensivel
Presenga de mutagao (+) 0(0,00%) 5(2,92%) 5(2,92%)
Auséncia de mutacao (-) 16(9,36%) 150(87,72%) 166(97,08%)
Total 16(9,36) 155(90,64%) 171(100,00)

INH — Isoniazida: TesteT Exato de Fisher p=1,000
Anélise de concordancia: indice kappa= -0,0466; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8772; CO=0,8827,

p=0,233

5.3.2 Analise de Associacdo do gene rpoB para resisténcia a Rifampicina:

Na analise de associacdo para resisténcia a Rifampicina houve associa¢do com

gene rpoB (p = 0,0001; 1C95%= 6,35 a 51,05) (Tabela 5), para o teste gPCR de

amostras de escarro. No entanto para o teste de gPCR de amostras de cepas de M.
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tuberculosis isolados de cultivo ndo houve associacdo do gene rpoB com resisténcia a

Rifampicina (Tabela 8).

Tabela 5: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade & Rifampicina pelo MRN e do
gPCR ( a partir do escarro), para mutagdes dos genes rpoB

Rifampicina Nitrato Redutase Total
gPCR-Escarro —rpoB Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 5 (2,92%) 4 (2,34%) 9 (5,26%)
Auséncia de mutagéo (-) 5 (2,92%) 157 (91,81%) 162(94,74%)
Total 10 (5,85%0) 161 (94,15%) 171(100,00)

RIF — Rifampicina: TesteT Exato de Fisher p=0,0001; 1C95% (6,347 a 51,05)
indice kappa=0,4985; Replicabilidade=Boa; CE=0,9474; CO=0,895; p=0,0001

Tabela 8: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina pelo MRN e do
gPCR ( a partir do cultivo), para mutacdes dos genes rpoB

Rifampicina Nitrato Redutase Total
gPCR- Cultivo — rpoB Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 0(0,00%) 2(1,17%) 2(1,17%)
Auséncia de mutacao (-) 10(5,85%) 159(92,98%) 169(98,83%)
Total 10(5,85%) 161(94,15%) 171(100,00%)

RIF —Rifampicina: Analise de concordancia: Indice kappa=-0,0199; Replicabilidade=Fraca;
CE=0,9298; C0=0,9312, p=0,3615

5.4 Analise de concordancia entre a PCR em Tempo Real (QPCR), de amostra de
escarro e isolados de cultivo, e 0 Método de Reducédo de Nitrato (MRN).

Para analise de concordancia entre os testes qPCR e o método padrdo MRN, dois tipos de
amostras foram utilizadas para os testes moleculares, um a partir de amostras de escarro e

outro de isolados de cultivo, conforme resultados a seguir:

57



5.4.1 Andlise de concordancia entre a gPCR de amostras de escarro (QPCR-E) e

MRN

Das 171 amostras de escarro testadas para a gPCR, 22 foram positivas para a

presenca de mutagdo no gene katG, e destas 9 amostras foram concordantes com 0s

resultados para MRN, em relagdo a resisténcia a Isoniazida (indice kappa=0,4097)

(Tabela 3). Como esperado, o resultado para o gene inhA foi inferior, apresentando

uma fraca concordancia com o método MRN (Indice kappa=0,0591) (Tabela 4), ja que

a mutacdo no gene katG € a que estd mais frequentemente associada aos casos de

resisténcia a Isoniazida.

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do
gPCR ( a partir do escarro), para mutagcoes dos genes katG

Isoniazida Nitrato Redutase Total
gPCR-Escarro - katG Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 9 (5,26%) 13(7,60%) 22(12,87%)
Auséncia de mutacao (-) 7 (4,09%) 142(83,04%) 149(87,13%)
Total 16 155 171(100,00%)

INH- Isoniazida: Analise de associagao - teste x* p=0,0001; 1C95% (3,609 a 21,01)

indice kappa=0,4097; Replicabilidade=Boa; CE=0,883; CO=0,802; p=0,0001

Tabela 4: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do

gPCR ( a partir do escarro), para mutagdes dos genes inhA

Isoniazida Nitrato Redutase Total
gPCR-Escarro —inhA Resistente Sensivel
Presenga de mutagao (+) 4 (2,34%) 26 (15,20%) 30(17,54%)
Auséncia de mutacao (-) 12(15,20%) 129(67,25%) 141(82,46%)
Total 16(17,54%) 155(82,46%) 171(100,00)

INH — Isoniazida: TesteT Exato de Fisher p=0,4870
Indice kappa=0,0591; Replicabilidade=Fraca; ; CE=0,7778; CO=0,7638; p=0,2051.
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Para andlise de resisténcia a Rifampicina houve relativamente uma boa concordancia
entre os resultados para 0 gene rpoB e MRN (indice kappa= 0,4985)

(Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina pelo MRN e do

gPCR ( a partir do escarro), para mutagdes dos genes rpoB

Rifampicina Nitrato Redutase Total
gPCR-Escarro —rpoB Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 5 (2,92%) 4 (2,34%) 9 (5,26%)
Auséncia de mutagéo (-) 5 (2,92%) 157 (91,81%) 162(94,74%)
Total 10 (5,85%) 161 (94,15%) 171(100,00)

RIF — Rifampicina: TesteT Exato de Fisher p=0,0001; 1C95% (6,347 a 51,05)
Indice kappa=0,4985; Replicabilidade=Boa; CE=0,9474; CO=0,895; p=0,0001

5.4.2 Anélise de concordéancia entre a qPCR de isolados de cultivo (qQPCR-C) e MRN.
Os resultados dos testes realizados por gPCR de isolados de cultivo de M.

tuberculosis, para os genes katG, inhaA e rpoB apresentaram baixa concordancia (Tabelas

6, 7 e 8) em relacé@o aos resultados de resisténcia observadas no MRN, método padrdo para

este estudo.

Tabela 6: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do

gPCR ( a partir do cultivo), para mutacdes dos genes katG

Isoniazida Nitrato Redutase
Total
gPCR- Cultivo - katG Resistente Sensivel
Presenga de mutagao (+) 5(2,92%) 8(4,68%) 13(7,60%0)
Auséncia de mutacao (-) 11(6,43%) 147(85,96%) 158(92,40%)
Total 16(9,36%) 155(90,64%) 171(100,00%)

INH — Isoniazida: Analise de associacdo - teste x> p=0,0011
Indice kappa=0,2848; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8889; CO=0,8446; p=0,0001
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Tabela 7: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e do

gPCR ( a partir do cultivo), para mutagdes dos genes inhA

Isoniazida

Nitrato Redutase

X - - . Total
gPCR- Cultivo — inhA Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 0(0,00%) 5(2,92%) 5(2,92%)
Auséncia de mutagéo (-) 16(9,36%) 150(87,72%) 166(97,08%)
Total 16(9,36) 155(90,64%) 171(100,00)

INH — Isoniazida: TesteT Exato de Fisher p=1,0000

indice kappa= -0,0466; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8772; CO=0,8827, p=0,233

Tabela 8: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina pelo MRN e do

gPCR ( a partir do cultivo), para mutacdes dos genes rpoB

Rifampicina Nitrato Redutase Total
gPCR- Cultivo — rpoB Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 0(0,00%) 2(1,17%) 2(1,17%)
Auséncia de mutacéo (-) 10(5,85%) 159(92,98%) 169(98,83%)
Total 10(5,85%) 161(94,15%) 171(100,00%)

RIF — Rifampicina: Indice kappa=-0,0199; Replicabilidade=Fraca; CE=0,9298; C0=0,9312, p=0,3615

A comparacao dos resultados obtidos (Tabela 08) evidenciou uma fraca associacao

entre a gPCR-Cepa-rpoB e 0 MNR. Revelando assim que nao foi detectada a mutacdo no

cddon 526 nos isolados de M. tuberculosis resistentes a Rifampicina.

5.4.3 Analise de concordancia entre os testes de qQPCR-E e qPCR-C

Os resultados dos ensaios moleculares a partir de amostras de escarro (qPCR-

E) e isolados de cultivo (qQPCR-C) para os genes katG (indice kappa = 0,2102) e inhA,

descritos como associados a resisténcia a Isoniazida, apresentaram fraca concordancia

conforme resultados descritos nas Tabelas 9 e 10. Resultados semelhantes foram

observados para 0 gene rpoB, descrito como associado a resisténcia a Rifampicina,

conforme resultados constantes na Tabela 11.
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Tabela 9: Distribuicéo dos resultados gqPCR-Cultivo e do gPCR-Escarro, para o gene katG

Isoniazida gPCR-Escarro-katG Total
gPCR- Cultivo —katG Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 5(1,75%) 8(5,85%) 13(7,6%0)
Auséncia de mutagéo (-) 17(3,51%) 141(88,89%) 158(92,40%)
Total 22(5,26%) 149(94,74%) 171(100,00%)

INH — Isoniazida: Indice kappa=0,2102; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8149; CO=0,8538; p=0,0021.

Tabela 10: Distribuicdo dos resultados do teste gqPCR-Cultivo e do gPCR-Escarro, para o

gene inhA

Isoniazida gPCR-Escarro-inhA Total
gPCR- Cultivo — inhA Resistente Sensivel
Presenca de mutacéo (+) 2(1,17%) 3(1,75%) 5(7,60%)
Auséncia de mutacéo (-) 28(16,37%) 138(80,70%) 166(92,40%)
Total 30(5,26%) 141(94,74%) 171(100,00)

INH — Isoniazida: Indice kappa=0,0675; Replicabilidade=Fraca; CE=0,8187; C0O=0,8056; p=0,0901.

Tabela 11: Distribuicdo dos resultados pelo gqPCR-Cultivo e do gPCR-Escarro, para mutagdes

0 gene rpoB

Rifampicina gPCR-Escarro-rpoB Total
gPCR- Cultivo - rpoB Resistente Sensivel
Presenca de mutagéo (+) 0(0,00%) 2(1,17%) 2(1,17%)
Auséncia de mutacéo (-) 9(5,26%) 160(93,57%) 169(98,83%)
Total 9(17,54%) 162(94,74%) 171(100,00)

RIF — Rifampicina: Indice kappa=-0,0195; Replicabilidade=Fraca; CE=0,9357;C0=0,9369, p=0,3687.
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6. DISCUSSAO



6. Discussao dos resultados

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que 1/3 da popula¢do do mundo tem
contato com o bacilo da TB. A doenca atinge 9 milhGes de pessoas a cada ano, e causa a
morte de cerca de 1,5 milhdes no mesmo periodo. O Brasil se encontra entre os 22 paises do
mundo com percentual elevado de casos novos da TB (WHO, 2015). Os estados do
Amazonas e Rio de Janeiro apresentam as maiores taxas de incidéncia da TB no pais, fatos
que encorajam a inclusdo de testes de diagndstico confiaveis, e que possam fornecer
resultados mais rapidos e, desta forma, instituir tratamento adequados para o controle da TB e
reduzir os casos da doenca.

Dos 171 pacientes de TB, que tiveram suas amostras coletadas para 0s ensaios
laboratoriais, a média de idade foi de 36 anos, ou seja, em uma fase produtiva e quase 70%
foram do sexo masculino, corroborando com os dados observados em outros estudos
(PRADO et al., 2008; SOUZA et al.,2014). Além disso, 68,9% dos pacientes eram tabagistas,
comportamento considerado um fator de risco para o desenvolvimento da TB e outras doencas
pulmonares (PRADO et al., 2008; SOUZA et al.,2014). Apenas 20,78% dos pacientes
receberam a BCG, no entanto é de conhecimento que a BCG em adultos pode ter eficacia
muito variavel, de 0 a 80%, dependendo da populacdo investigada (COLDITZ et al, 1994;
BREWER et al, 2000). A maioria dos pacientes de TB foi oriunda da cidade de Manaus, mas
este resultado jA era o esperado, considerando que a capital apresenta a maior taxa de
incidéncia do Amazonas (BRASIL, 2016).

Embora o foco do estudo ndo tenha sido epidemioldgico, os resultados obtidos neste
estudo no periodo de 2013 a 2015 para o teste de sensibilidade, aos principais farmacos anti-
TB, mostrou total de 4,09% de TB-MR, ou seja, resisténcia combinada a lIsoniazida e a

Rifampicina em casos de primeira vez ao tratamento para TB. Na analise dos dados por ano,
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foi observada a maior frequéncia em 2015 com 2,3 % de TB-MR (Figura 11). Estes resultados
foram comparaveis aos observados em 2012 por Garrido et al, (2014), que encontrou 1,7% de
TB-MR na cidade de Manaus. Dados semelhantes foram observados no estudo de resisténcia
realizado na cidade de Porto Alegre no periodo de 2006 a 2007, com 2,2% de TB-MR
(MICHELETTI et al., 2014). Embora os trés periodos investigados de TB-MR sejam
diferentes, demonstram que houve um aumento consideravel no nimero de casos novos de
TB-MR, quando comparados aos dados do 1°. Inquérito Nacional realizado em 1996 que
observou 1,1% de TB-MR (BRAGA; WERNECK BARRETO; HIJJAR, 2003).

Em relacdo a monoresisténcia, foi observada uma frequéncia total de 9,36% para
Isoniazida e 5,85% para Rifampicina, mas os resultados referentes ao ano de 2015 foram de
5,26% e 2,92% respectivamente. Neste estudo a monoresisténcia para Isoniazida foi superior
a Rifampicina, fato também observado nos dados de 2012 na cidade de Manaus, por Garrido
et al., (2014) e na cidade de Porto Alegre, no periodo de 2006 a 2007, publicados por
Micheletti et al., (2014). A monoresisténcia a Isoniazida deve receber atencdo especial, pois €
um dos principais farmacos no tratamento da TB, bem como o farmaco de escolha para a
quimioprofilaxia (BRASIL, 2011).

Conforme os dados citados anteriormente, o percentual de isolados resistentes,
oriundos de amostras de pacientes casos novos de MR-TB informa que a frequéncia de
bacilos resistentes € um fato notdrio, crescente que necessita de controle de tratamento mais
efetivo. Esta situacdo € preocupante, pois a transmissdo de M. tuberculosis resistente
prejudica o controle da TB.

O diagnostico precoce e tratamento adequado é a base das campanhas mundiais de
controle da TB (WHO, 2013). Buscando evitar a transmissdao continua da doenca e erros no

diagndstico, neste aspecto sdo necessarios testes laboratoriais mais acurados e rapidos,
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principalmente em regides com elevado nimero de casos da doenga, como o estado do
Amazonas.

No presente trabalho, a proposta principal foi avaliar o desempenho do teste da qPCR,
a partir de amostras de escarro, na tentativa de obter resultados mais répidos para
sensibilidade aos farmacos antituberculose, sem a necessidade de realizar a etapa do cultivo
para os testes convencionais.

No entanto, ao avaliar os resultados dos ensaios moleculares, a gPCR em amostras de
escarro, para detectar a presenca ou auséncia de mutacgdes nos genes katG, inhA e rpoB de M.
tuberculosis, associados a resisténcia aos principais farmacos antituberculose, observou-se
que o resultado foi satisfatorio para o gene katG associado a resisténcia a Isoniazida e gene
rpoB a resisténcia a Rifampicina (Tabelas 3 e 5), dados semelhantes aos publicados em
diversos artigos sobre genes associados a resisténcia (PERIZOLLO et al., 2012; TRAUNER
et al., 2014). Contudo néo foi representativo para o gene inhA (Tabela 3), embora as mutacées
no gene inhA seja menos frequente nos estudos de associacdo a resisténcia a Isoniazida
(ZHANG & YEW, 2009; GONCALVES et al, 2012; CAFE OLIVEIRA et al., 2016).

Na avaliacdo dos resultados da qPCR com amostras de isolados de cultivo, apenas o
gene katG apresentou resultado aceitavel de associacdo a resisténcia ao farmaco, fato que
surpreendeu, considerando que sdo amostras de DNA com menos interferentes em relacéo as
amostras de escarro.

A provavel explicacdo para estes resultados ndo satisfatdrios pode estar relacionada
com o fendmeno da heterorresisténcia, ou seja, pode albergar populacdes mistas de bacilos
sensiveis e resistentes ao farmaco simultaneamente. Este fendmeno é frequente em M.
tuberculosis, sendo que o isolado é resistente quando a proporcao de colbnias resistentes em
relacdo as sensiveis € maior que 1%. Isto faz com que a deteccdo de DNA com mutacdes, em

menor proporcédo, seja um desafio com técnicas baseadas em PCR, ja que o DNA ndo mutado
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(tipo selvagem) e abundante pode ser amplificado preferencialmente (PHOLWAT, et al.,
2013) e, consequentemente, o0 M. tuberculosis ser considerado sensivel.

Além disso, as mutacdes podem alterar a fungdo normal dos genes, resultando em taxa
de crescimento reduzido das cepas resistentes, que € referido como “custo fitness” (BORREL
& GAGNEAUX, 2009). Assim, o desenvolvimento in vitro de M. tuberculosis resistentes
pode ser sobreposta pela populacdo sensivel, cujo DNA ndo mutado seria também
amplificado preferencialmente.

Ao avaliar os resultados dos ensaios moleculares, a gJ°PCR em amostras de escarro,
para detectar a presenca ou auséncia de mutacdes nos genes katG, inhA e rpoB de M.
tuberculosis, associados a resisténcia aos principais farmacos antituberculose, observou-se
que o resultado foi satisfatorio para o gene katG associado a resisténcia a Isoniazida e gene
rpoB a resisténcia a Rifampicina. No entanto, o desempenho com indice kappa acima de
0,700 sdo os desejaveis para as técnicas de diagnosticos. Todavia, € evidente a necessidade de
otimizacdo dos ensaios para gPCR e/ou a inclusdo de mais regibes dos genes katG e rpoB
associados a resisténcia para aumentar a concordancia do teste, bem como, a busca de outros
potenciais genes que podem estar associados a resisténcia aos farmacos anti-TB.

Resultados semelhantes foram observados em outros trabalhos que também utilizaram
a gPCR, a partir de amostras de escarro, para deteccdo de mutacdo no gene rpoB, associado a
resisténcia a Rifampicina (GONCALVES et al., 2012; PERIZOLLO et al., 2012;).

Para o bom desempenho da qPCR, varios fatores devem ser levados em consideracéo,
a descontaminacdo das amostras e 0 método de extracdo de DNA. A desproporcdo entre a
velocidade de crescimento das micobactérias resistentes em relacdo as sensiveis, também ¢
necessaria uma descontaminacdo das amostras clinicas que contém microbiota associada,
quando presente, pode impedir a multiplicacdo dos bacilos de interesse levando a um

resultado falso-negativo (THORTON et al., 1998).

66



A proxima etapa do estudo seria padronizar testes “quantitativos” para qPCR, que
caracterizem melhor as populacdes de micobactérias resistentes e sensiveis ha mesma amostra
clinica, embasada nos métodos padrdes fenotipicos convencionais, que definem a
sensibilidade de acordo com o crescimento bacteriano.

Portanto, os resultados obtidos revelam que apesar de ndo terem sido satisfatdrios, os
ensaios moleculares sao promissores, importantes na rede publica de salide por permitir um
diagndstico rapido e com maior sensibilidade. Representa um ganho relevante no tempo de
diagndstico em comparacdo a cultura. Deste modo, os laboratérios também podem contar com
esta ferramenta para o diagndstico rapido da TB, que seria utilizada em conjunto a
baciloscopia direta, tornando-se de grande valia para o tratamento imediato e adequado do

paciente com TB pulmonar.
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7. CONCLUSOES
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7.1 Nas 171 amostras testadas pelo Método de Reducdo de Nitrato (MRN), a frequéncia de
isolados resistentes para Isoniazida (9,36%) foi superior a Rifampicina (5,85%) e também aos
dois fa&rmacos combinados (4,09%). Estes resultados sdao elevados, considerando que foram

isolados de casos novos de tuberculose (TB);

7.2 A PCR em Tempo Real (qPCR), a partir de amostras de escarro apresentou resultado néo
concordante a0 MNR (teste padrdo deste estudo para deteccdo de resisténcia aos farmacos

Isoniazida e rifampicina.

7.3 Os genes katG e rpoB avaliados na gPCR, a partir amostras de escarro, apresentaram

“associacdo significativa” para resisténcia a Isoniazida e a Rifampicina, respectivamente.

7.4 N&o houve concordancia entre os testes de gPCR a partir de amostras de escarro e de
isolados de cultivo. No entanto, a gPCR, a partir de amostras de escarro, teve uma boa
concordancia para os genes katG e rpoB, relacionados a resisténcia a Isoniazida e a

Rifampicina, respectivamente, quando comparada a MNR.
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9. APENDICES



9.1. APENDICE A: Registro e Ficha de Coleta de dados

FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES
DATA: / /

N° Registro Laboratério do INPA
N°REGISTRO ESCARRO /

Nome: Sexo: UM OF
Endereco: Fone:

Data de Nascimento: / / Idade: Profissdo:

Cidade onde mora :
Naturalidade

Naturalidade (Pais): Naturalidade (Av0s):
Informagdes Clinicas: Forma da TB:
BCG: [ Néao PPD: [J N&o Exames de imagens [ Ndo [J Sim
Tipo:
(0 Sim Data: _ /[ 1 Sim [ Nao reator
Resultado:
{1 N&o sabe informar [ Reator ___ mm

Antecedente de Tuberculose:
Pessoal: [ N&do 1 Sim Quando pela 12 vez:

Familiar: [ Pai [J Tios [ Sogros [J Colega de trabalho [ Mdae [ Primos [J Conjuge [J Agregados
[0 Irmédos [J Filho(s) [0 Namorado [J Outros [1 Avos [J Cunhado [ Vizinho [J Nao sabe informar

Resultados anteriores de BAAR [ Ndo  [J Sim

Onde?

Resultado: 1) 2)

Outros

exames:

Apresenta ou apresentou outras doengas?

[1 Hanseniase [ Malaria [ Doencas auto-imunes [ HIV [ Bronquite [ Diabetes [1 Dengue [
Tabagismo, quantos cigarros por semana: [1 Qutra(s) Qual

(is)?
Consume bebidas alcoolicas [1 ndo [ sim, Qual: [1 cerveja (1 dose=330mL) (] vinho ( 1 dose 100mL) [J
Destilados (1 dose= 30mL), quantas doses por

semana:

Quadro clinico atual:

[1 Tosse [ Expectoracdo [1 Hemoptise [ Dispnéia [J Febre [1 Dor toracica [ Dor de cabeca [
Emagrecimento [1 Cansaco [ Outros. Quais?

O paciente:
[J Nao recebeu nenhum tratamento antes da coleta da amostra clinica atual
(] Esta recebendo tratamento desde: Medicagao:

Outras informagoes:
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9.2. APENDICE B: Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

MIMISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA DA AMAZON 1A
EDDHDENM;AU DE PESQUISA EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N de Registro na PESQUISa: ... cormmssssasscenses

Os pesquisadores Mauricio Morishi Ogusku e Julia Ignez Salem pedem sua autorizagio para realizar as atividades
do Projeto de Pesquisa “Investigagdo de Tuberculose pulmonar por miftiplas cepas de Mycobactenium fuberculosiz
(Infecgio Policlonal) e sua possivel associagio com a resisténcia s drogas antimicobacterianas®. O projeto sera
realizado com pacientes que sejam atendidos no Laboratorio de Micobacterologia do Instituto Macional de Pesquisas
da Amazdnia que fica na Av. André Araldjo 2938, Baimo do Aleixo em Manaus e na Policlinica de Referéncia em
Preumoclogia Sanitaria Cardoso Fontes. Serdo realizados exames de laboratério no escamo (catarmo) dos pacientes
com tosse para descobrir se tem a doenga tuberculose. O escamo € coletado em um frasco, ndo doi e nem prejudica a
salde. Veja como &:

Os pesq.l'sadu'EE vo fazer 2 tipos de exames no escarma:
1. Baciloscopia - vio colocar um pouco numa Iamna eul'ternn MiCrOSCOpo para procurar a “bacténia” da tuberculose

Se o5 pesguisadores enconfrarem a bactéria da ftuberculose wio utilizi-la para realizar um teste chamado
Antibiograma. |sso €, vao tentar descobrir por dois diferentes exames se a bactéria que esta causando a tuberculose &
resistente ou ndo aos remedios que serdo dados pelos médicos para seu tratamento. Depois os pesquisadores vio
analisar qual dos exames & o melhor para descobrir se a bactéria & resistente ou N30 aos remadios. O paciente ndo
recebera nenhum beneficio em dinheiro cu bem material em troca e a baciéria e as amostras de escamo serdo
guardadas na colecdo de Microbiologia do INFA, que podera utilizé-los em oufros estudos. Se tiver um paciente gue
n3o queira participar da pesquisa, os exames também serio realizados apenas para saber se esta doente de
tuberculose & se tem gue ser tratado. Os resultados da pesquisa serdo informados diretamente ao paciente, que
mesmo apos aceitar parficipar, tera o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa,
independente do motivo e sem prejuizo do atendimenis formecido pelos pesquisadores. Os resultados serdo
divulgados nos meios cientificos, sem os nomes ou caracteristicas que possam identificar os participantes. Se o
paciente gquiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa basta se dingir ao INPA ou telefonar para (52) 3043~
3216 que os pesquisadores dardo todas as informagdes.

Eu, . entendi e dou meu consentimento para realizarem
os exames do projeto para descobrir se a "bacteria” que esta causando a Tuberculose no meu corpo & resistente ou
ndo ao tratamento que vou receber dos medicos. Atesto que me foi entregue uma copia desse documento.

........... A
Assinatura do paciente Data

Impressio do polegar, caso o paciente nio
saiba escrever seu nome.

Nome do profissicnal que conversou com o paciente
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9.2. APENDICE C: Equipe Cientifica

Integrantes:
Nome Formacao Titulo | Orgéo Atividade
Aya Sadahiro Farmacéutica Doutor UFAM | Orientador
Mauricio Morishi Ogusku Farmacéutico Doutor INPA Coorientador
Suelen Ennes das Neves Farmacéutica Especialista| UFAM | Mestranda
Assessoria  na  selecdo
Irineide Assumpgao Antunes Médica Mestre SUSAM | dos pacientes
Assessoria  na  selecdo
Joycenéa Matsuda da Silva Médica Mestre ILMD dos pacientes
Jodo Raimundo S. de Souza Bidlogo Mestre INPA Apoio técnico
Fernanda O. do Nascimento Graduanda - UFAM | Iniciacdo Cientifica

UFAM: Universidade Federal do Amazonas; ILMD: Instituto Lednidas e Maria-Deane-Fiocruz Amazonia;
SUSAM — Secretaria de Saude do Estado do Amazonas, Policlinica Cardoso Fontes.
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9.3. APENDICE D: ORCAMENTO

Lista dos Materiais Permanente e Consumo.

Tipo Item Especifica¢io do Item Qtd Valor Unit. Valor Total
Capital Material Agitador de tubos tipo 1 R$ 344,00 R$ 344,00
Permanente e vortex
Equipamentos
Capital Material Agitador magnético com 1 R$ 1.200,00 R$ 1.200,00
Permanente e aquecimento
Equipamentos
Capital Material Estufa incubadora B.O.D. 1 R$ 4.644,00 R$ 4.644,00
Permanente e
Equipamentos
Capital Material Freezer vertical, 231 litros 1 R$ 1.744,00 R$ 1.744,00
Permanente e
Equipamentos
Capital Material Refrigerador duplex, 365 1 R$ 1.769,00 R$ 1.769,00
Permanente e litros
Equipamentos
Capital Material Termociclador em Tempo- | 1 R$ 50.299,00 R$ 50.299,00
Permanente e Real (Real-Time PCR)
Equipamentos
Subtotal - Capital R$: R$ 60.000,00
Custeio | Material de Agarose grau biologia 4 R$ 1.556,00 R$ 6.224,00
Consumo molecular, 5009
Custeio | Material de Cartucho SmartPack para 2 R$ 1.993,00 R$ 3.986,00
Consumo ultrapurificacdo de agua
Custeio | Material de Corante Sybr Green para 10 R$ 441,00 R$ 4.410,00
Consumo DNA, frasco com 400 uL
Custeio | Material de DNA ladder 100pb, frasco | 10 R$ 227,00 R$ 2.270,00
Consumo 50 uL
Custeio | Material de DNA ladder 123 pb, frasco | 10 R$ 244,00 R$ 2.440,00
Consumo 50 uL
Custeio | Material de dNTP Mix 100mM 5 R$ 886,00 R$ 4.430,00
Consumo
Custeio | Material de Filtro HEPA para cabine de | 2 R$ 2.888,00 R$ 5.776,00
Consumo seguranca bioldgica
Custeio | Material de Fucsina basica, frasco ¢/ 5 R$ 79,00 R$ 395,00
Consumo 100 g
Custeio | Material de Glutamato-L Monossddico | 5 R$ 46,00 R$ 230,00
Consumo Monohidratado P.A., frasco
¢/ 100g
Custeio | Material de Isoniazida, frasco 50 g 2 R$ 86,00 R$ 172,00
Consumo
Custeio | Material de Jogo de micropipetas 2 R$ 2.855,00 R$ 5.710,00
Consumo ajustaveis P10, P100, P200
e P1000
Custeio | Material de Luvas de procedimentos, 36 R$ 28,00 R$ 1.008,00
Consumo tamanho M, caixa ¢/ 100
unidades
Custeio | Material de Luvas de procedimentos, 24 R$ 28,00 R$ 672,00
Consumo tamanho P, caixa ¢/ 100
unidades
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Custeio | Material de Mascara de protegdo 500 R$ 4,55 R$ 2.275,00
Consumo (respirador) tipo N95
Custeio | Material de Microtubo 0,1 mL 6ptico 5 R$ 378,00 R$ 1.890,00
Consumo para RT-PCR, pacote c/
1000 und
Custeio | Material de Microtubo 0,2 mL, pacote 5 R$ 226,00 R$ 1.130,00
Consumo ¢/ 1000 und
Custeio | Material de Microtubos 1,5 mL, pacote | 20 R$ 66,00 R$ 1.320,00
Consumo com 500 und
Custeio | Material de Mix para RT-PCR, 1000 2 R$ 1.800,00 R$ 3.600,00
Consumo reacoes
Custeio | Material de Oligonucleotideos 10 R$ 356,00
Consumo liofilizados e sondas
fluorescentes
Custeio | Material de Oligonucleotideos 10 R$ 267,00 R$ 2.670,00
Consumo liolifilizados
Custeio | Material de Parafilm M, rolo 10,2cm x | 2 R$ 93,00 R$ 186,00
Consumo 38,1m
Custeio | Material de Ponteiras com filtro 10 uL, | 12 R$ 267,00 R$ 3.204,00
Consumo pacote ¢/ 1000
Custeio | Material de Ponteiras com filtro 1000 10 R$ 267,00 R$ 2.670,00
Consumo uL, pacote ¢/ 1000
Custeio | Material de Ponteiras com filtro 20 uL, | 12 R$ 267,00 R$ 3.204,00
Consumo pacote ¢/ 1000
Custeio | Material de Ponteiras com filtro 200 15 R$ 267,00 R$ 4.005,00
Consumo uL, pacote ¢/ 1000
Custeio | Material de Proteinase K, frasco 100 10 R$ 340,00 R$ 3.400,00
Consumo mg
Custeio | Material de Rifampicina, frasco 5 g 5 R$ 1.267,00 R$ 6.335,00
Consumo
Custeio | Material de Software Office 2013 1 R$ 1.079,00 R$ 1.079,00
Consumo
Custeio | Material de Software Windows 8 1 R$ 610,00 R$ 610,00
Consumo
Custeio | Material de Tampdao Loading Buffer 10 R$ 197,00 R$ 1.970,00
Consumo 10X, frasco ¢/ 3 mL
Custeio | Material de Taq DNA Polimerase, 20 R$ 356,00 R$ 7.120,00
Consumo frasco ¢/ 500U
Custeio | Material de Tris (Hidroximetil) 3 R$ 213,00 R$ 639,00
Consumo Aminometano P.A., frasco
1000 g
Custeio | Material de Tubo de ensaio de vidro 3000 | R$3,25 R$ 9.750,00
Consumo 16x160, tampa de rosca
Custeio | Material de Tubos de centrifuga 15 mL, | 50 R$ 63,00 R$ 3.150,00
Consumo descartavel, esterilizado,
pacote com 50 unidades
Custeio | Material de Tubos de centrifuga 50 mL, | 30 R$ 45,00 R$ 1.350,00
Consumo descartavel, esterilizado,
pacote com 25 unidades
Custeio | Outros Despesas com importagdo | 1 R$ 7.544,00 R$ 7.544,00
de equipamento
Termociclador Tempo-Real

Subtotal - Custeio R$:

R$ 110.384,00

|

|

Total Geral R$:

R$ 170.384,00

Observacdo: Este projeto de dissertacdo esta vinculado ao projeto maior do PPSUS
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PARECER CONSUBSTANCIADO SOBRE PROTOCOLOS DE
PESQUISAS COM SERES HUMANOS

IDENTIFICAGAO DO PROTOCOLO

Protocolo de Pesquisa v 221409 Datade] 260809
cnmda {

{llmlo do Projeto: lnvesngagin de T-berculuse pulmonr por mﬁl(ipln
cepaos de Mycobacterium tuberculosis (Infecgiio
Paoliclonal) ¢ sua possivel associagho com a resisténcin as
drogas antimicobacterianas

Areas do Conbecimento: 2 Cléudn lluoléglnu

Gmpo Tcmtmo | (-rnpo lll

Daa de Inicio: l fev 2010

Data dc Tcrmmo fe\ 2012 Valor| RS
l

Orgamento:| 1L 30.000,00

Pesquisador Responsdvel: | Mauricio Morishi Ogusku

Fimanciamento: éNs«::; ];Simzl X I(')rgin:?ubuelido para financiamento

Curriculos no CNPy: todos

—_—

Cumiculos anexos a0 Projeto:| Nao

nstituigho Responsavel: | Instituto Nacional de Pesquisas g Amazinia - INPA
s e =

Resumo do Projeto:
O estado do Amazonas tem se destacado como detentor de uma das maioras

taxas de wcidéncia de Tuberculose (TB} do Brasd, ou seja. 67.6/100.000
habitantes Varios fatores contribuem para a manutengdo dessa incadéncia: clima
ttromal desnutricao, condicdes precarias de moradia ¢ saneamento basico, akm
das dificuldades operacionais de diagnostico e tratamento da TB. Adicionado a‘
esse panorama, em alguns paises, ha relates de ocorréncia de infecgfes
tuberculosas polickonais, ou seja, 0 mesme individuo sende portader de dtferantesl
cepas ou clones de Mycobacterium tuberculosis com padrdes distinlos de
sensibilidade 4s drogas, o que pode comprometer o sucesso do tratamento
Dianle desse panorama, o objetivo principal do presente estudo sera investigar a
infecgao policlonal em individucs acometidos de TB e verificar a sensibilidade aos
antimicobacterianos dos distintos clones de M. tuberculosis
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Objetivos (conforme Projeto de Pesquisa)

T OMSETIVOS, ML TAS £ ENDICADORES GUAN TTTATIVOS FANA CADA META (srresrentar v eaciulr laka coafoens secomibse —3
ORIETIVOS METAS Mm.::. |

| Genotpar 35 cepus de M mberculons cracierizadas em |
uma infocglo polichosal provesientes de mdividuos com |
Tebercubose pulmonar (C2508 POVOS € €M Caens proviaments {

2. Verificar a associagdo de um paddo gonolipico om casny
"'"’.d"' . "'fw:‘%ku ““delnrwcsopolnlo-dcoemdeu.nmw«i:m

20 pacicmes

s drogas.
venﬂf' a s::sm &;‘: 3D . 35 00 o padrio geotigeoe o ’OOooM:lu |
de M. aderenlosls de nfecgdo polk:ioml en pacienies p.cmtlllems e

mukibacilifenn

4, Meatificar ah nnuebu ;mémn anseciadas 4 nmllnd- |
mmm-mmnnhenﬁwc-mum« |
M. toberculoais, izmdas em o P
isuladas de individues com TH pulmonar.

PARECER FINAL

Apds andlise por parcceristas ¢ membros do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres  Humanos do INPA, mformosdhe que seu protocolo teve a indicaglo de
APROVACAO.

Indicagdo:  APROVAR

Comentirios.
O protocolo atende as exigéneias da Resolugdio CNSMS 1969 ¢ suas complementares,

Informo-lhe que deveri apresentar a0 CEP-INPA, a0 final da pesquisa, cdpin
do produto final do projeto, que servirk como relatirio de conclushio da pesquisa, Assim, ¢
conforme cronograma apresentado no protecolo. solicitamos que & mesma scja entregue até
MAFO2082.

Data de liberago do Parecer: 3001109 na $2* Reunide Ordindria do CEP-INPA,

Atencicsamente,

g

POMW
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